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RESUMEN 
Las técnicas inmunocitoqulmicas aplicadas a cortes histológicos y 
montajes totales de larvas de parásitas digeneos han permitido 
detectar la presencia y localización de glutamato y neuropeptidas 
aislados de vertebrados e invertebrados. En Trichcbilharria 
ocellata se observó inmunoreactividad (IR) en: 1) En el sistema 
nervioso de la miracidia con antisueros dirigidos a Glutamato, 
Catch relaxing peptide (CARP), FMRFamida, APGWamida, Péptido a de 
las células caudodorsales (c*-CDCP>, Arg-Vasopresina, 
Arg-Vasotocina, üxitocina, Dinorfina, y Hormona a estimulante de 
los melanocitos (a-MSH>. En las células germinales se detectó IR a 
Met-encefalina. 2) En el esporocisto madre se observó IR en las 
células germinales con un antisuero contra Met-encefalina. 3) En la 
cercaria se encontró IR en el sistema nervioso con antisueros en 
contra de Glutamato, CARP, FMRFamida, Péptido cardiaca pequefío 
( S C P B), Arg-Vasopresina, Arg-Vasotocina, Prolactina y Substancia P. 
Algunas neurosubstancias fueron localizadas en células no 
neuronales en esta especie de cercaria: FMRFamida en las glándulas 
de escape; APGWamida en células flamígeras; y Met-encefalina en 
células indiferenciadas precursoras de músculo» y en algunas 
células de los conglomerados germinales. 
En la cercaria de Schisiosama mansoni se encontró IR en el sistema 
nervioso con antisueros dirigidos en contra de Glutamato, CARP, 
FMRFamida, ¿x-CDCP, y colecistocinina (CCK). También fueron 
encontradas neurosubstancias en células no neuronales: FMRFamida en 
las glándulas de escape; Somatostatina en células subteguaentales; 
y Met-encefalina en células indiferenciadas de la cercaría en 
desarrolla y de las conglomerados gemínales. 
En DipíasécoJum spathacew se detectó IR en el sisteaa nervioso de: 
1) La cercaría con antisueros en contra de CARP, RIRFamida, ot-CDCP, 
Arg-Vasopresina, y Substancia P. IR a Met-encefalina se observó en 
la atisba localización que en las dos especies de cercarías 
anteriores. 2) En la «etacercaria IR en el sistena nervioso fue 
detectada con Glutamato, CARP, FMRFamida, APGWamida, S C P B , O I - C O C P , 
Hormona de las células caudodorsales I (CDCH-1), Arg-Vasopresina, 
Arg-Vasotocina, y Substancia P. En esta última etapa larval es 
notoria la inervación peptidérgica del organo adhesivo-absortiva. 
Los resultados son discutidas con relación a las posibles funciones 
intrínsecas, y en relación a interacciones huésped-parásito. 
A diferencia de los parásitas digeneos de la familia 
schistosomat idae T el suero de stagnaZ is infectado con D. 
spaihac&um no afecta la acción de la cal flux ina sobre las 
mitocondrias de células de la glándula del alburaen,. lo que puede 
indicar que el parásito no ocasiona la liberación de esquistosomina 
del sistema nervioso central de su huésped intermediario. 
INTRODUCCION 
Los tremátodos digeneos poseen los ciclos de vida mas complejos 
entre todos los miembros del reino animal. Muchas enfermedades de 
considerable importancia médica y económica son causadas durante 
las etapas parasíticas de estos organismos, ejemplos son: La 
esquistosomiasis, que afecta alrededor de 200 millones de personas 
en países de regiones tropicales <i> y, la diplostomiasis, que 
afecta a una amplia variedad de especies de peces < 2 , 3 > . 
Estos parásitos pertenecen al fiio platelmintos, que son 
filogenéticamente los primeros organismos con centralización del 
sistema nervioso. En ausencia de glándulas endocrinas y de un 
sistema circulatorio adecuado, el componente neurosecretono 
(peptidérgico) parece jugar un papel mtsgrativo muy importante en 
este grupo de organismos. Exister /arios datos qje =.=í 1c 
suguieren: 1) Fruiciones neurosec^sto-las estimulan la síntesis de 
ARN y la mitasis: 2' Se ha observado material neuroseeretorio 
relacionada £ engáñelos serscrialss y en terminaciones nerviosas de 
uniones neuronusculares; 3) Parece tener un papel en la regulación 
de la maduración sn las etapas larvales, y en la capacidad de 
regeneració.n en planarias; 4) Se ha observado que hay activación 
del (raterial neurosecretono dorarte el cambia de hj^sped 
i4-s»,40.nf,i20,. La identificación de substancias regul atonas 
endógenas en gusanos planos, principalmente en tremátodos d:gene«_s, 
puede da1" información interesante acerca de estrategias 
adaptativas, y desde el punto de vista medico y económico. 
las estudios dirigidos a identificar la naturaleza de las 
neurosubstancias de platelnintos han detectada la presencia de 
acetilcolina y aminas biagénicas en muchas especies de gusanos 
planos, y del aminoácido glutamato en una especie de cestodos 
<10-17)> Estudios similares, con técnicas de inaunocitoquiaica han 
mostrado la localización en el sistema nervioso de cerca de 30 
neuropéptidas de vertebrados <ia.10.21>. Sin embargo, el papel 
fisiológico y la estructura molecular - actualmente solo el 
neuropeptido F ha sido aislada y camp letamente sequenciado <zcn -
de estos neuropeptidos permanece desconocida. Estudios con 
anticuerpos dirigidos en contra de neuropeptidos de especies oás 
relacionadas filogenèticamente podrían ayudar en la identificación 
de elementos regulatorios de platelmintos. A la fecha, solo tres 
neuropeptidos aislados de invertebrados han sida reportados en este 
filo, FMRFamida y Péptido cardiáco pequeKa B ( S C P B) en las tres 
clases de platelmintos, y SALMFamida en turbelarios y restados 
( 2 1 - 2 3 ) . 
Estudios inmunocitoqulmicos han demostrado también la presencia de 
neuropeptidos en células no neuronales de platelmintos: Peptido 
intestinal vasoactivo, somatostatina y prolactina en células 
tegumentales, y substancia P. poiipeptido YY, y FMRFamida en 
células de la prostata <as-67,tf£>,iia>. Estas substancias semejantes 
a neuropeptidos en localización extraneuronal, especialmente en 
células tegumentales y en células flamígeras, podrían ser 
secretadas dentro del huésped y jugar algún papel en las 
interacciones huésped-parásito. De hecho, se ha demostrado que 
algunas larvas del cicio de vida de platelmintos producen y 
secretan material con caracterlsticas similares a las 
neurosubstanc ias de vertebrados: Las etapas plerocercoides de 
cestodos secretan una substancia homologa a ia hormona de 
crecimiento de mamíferos < Z 4 > . Esta tiene un peso molecular 
similar y muestra inounoreactividad a cuatro anticuerpos 
monoclonales específieos para cuatro diferentes determinantes 
antigénicos de la hormona de crecimiento humana <25). Se puede unir 
a receptores de la hormona de crecimiento de mamíferos y mostrar 
efectos sobre el crecimiento del huésped y el sistema inmune 
simulando a la hormona producida por el huésped <z«.z?). 
Los tremátodos digeneos utilizan caracales de agua dulce como una 
de sus huéspedes intermediarios, alrededor de 13 semana 5 
postinfección causan en éstos una drástica reducc ión ó una 
inhibición total de la fecundidad (castración parasítica) y, cuando 
son infectadas en etapas juveni Ies, una estimulac ión del 
crecimiento corporal (crecimiento gigante) <ZB>. Estos efectos 
parecen ser causadas par el neuropéptido esquistosomina, derivado 
del caracol <zs>>, el cual antagónica los efectos de las hormonas 
gonadotrópicas del caracol sobre los órganos del aparato 
reproductor femenino <ao-s3>. 'Jn factor producido por la cercaria 
parece ser el responsable de la liberación de esquistosomina por el 
sistema nervioso central (SNC) del caracol <2<», sin embargo, la 
naturaleza de este factor es desconocida. Neuropeptidos, 
aminoácidos, esteroides, entre otros, son posibles candidatos. 
La esquistosomina, causante de la castración parasitica en 
caracoles infectados, ha sido aislada y caracterizada recientemente 
de el cerebro del caracol L. Btagntll , resultando ser una proteina 
de 7? aminoácidos con un peso molecular de B7S0 daltons <34). Fue 
primeramente detectada en la hemclinfa de LynSVS&l StíüSHGliS 
infectado con IVichabilharzia ocellata, posteriormente ha sido 
detectada en la hemolinfa de caracales infectados con tremátodos de 
la misma familia schistosomatidae. Sin embargo, no se conoce si la 
presencia de esta molécula es un fenómeno general en caracoles 
infectados can tremátodos digeneos. El efecto inhibitoria de 
esquistosomina sobre una de las hormonas gonadotrapicas femeninas, 
la calflux i na CCaFl), puede ser demostrado por una técnica 
ultracitoquímica empleando antimoniato de potasio, para demostrar 
dépasitos de calcio. La CaFl estimula la entrada de calcio en la 
mitoccndria de la glándula del albumen, una de las glándula 
sexualas femeninas de caracoles <*a>. El porcentaje de mitocondrias 
can dépositos de calcio puede ser tomado carao una medida del efecto 
estimulante de la CaFl. la esquistosomina inhibe el efecto de la 
CaFl <9o-ai,ii4>. 
En etapas tempranas de infección T. ocellata afecta al sistema de 
defensa inmune de su huésped i ntermed iar ia l*. slagnal is, 
ocasionando primeramente un incremento en la actividad fagocitica 
de las hemocitos, por un factor derivado del parásito, y 
posteriormente una supresión de la actividad fagocitica, por un 
factor derivado del sistema nervioso del caracol. Un factor 
derivado del esporocisto madre parece inducir la liberación de este 
factor 05,3c». Se ha planteado la hipótesis de que estos factores 
activadores y supresores de la actividad fagocitica son péptidas 
derivados de precursores de péptidos opioides, debida a que ha sida 
demostrada que estos péptidas afectan la conformación, migración y 
adherencia de hemocifcos de moluscos <37,m>. Duvaux-Miret y col. 
(W) encontraron que dos oliqonucleótidos con secuencias 
especificas para precursores de péptidos opioides mostraban 
hibridización significante con el ADN de Scftistasoma mmsoni. 
Además, con radioinaiunoensayos encontraron inmunoreactividad para 
oc-MSH, ACTH y í?-Endorf ina. Estudios inmunocitoquí micos a la fecha 
únicamente han detectado inmunoreactividad a Leu-Encefalina en 
tremátodos «J.iit». 
HIPOTESIS 
A) ALGUNAS SUBSTANCIAS REBULADORAS PRESENTES EN LAS ETAPAS LARVALES 
DEL CICLO DE VIDA DE LOS PARASITOS DISEÑEOS SON SIMILARES A LAS DE 
VERTEDPADOS Y OTROS INVERTEBRADOS FILOGENETICAMENTE SUPERIORES A 
PLATELMINTOS. 
B) DIPLOSTCWn S P A T M C E M , UN PARASITO DIBENEO, OCASIONA LA 
LIBERACION DE ESQUISTOSOMINA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE 
LXttMEA ST.<?^4LÍS, AL IGUAL QUE DIGENEOS DE LA FAMILIA 
SCHISTOSOMATIDAE. 
OBJETIVOS 
OBTENER ETAPAS LARVALES DE PARASITOS DICENEOS: 
- LARVAS DE T. ocellata: 
- Miracidias « partir de el huésped definitivo {Atoa 
pía*yrrhynctux). 
- Esporocistas madre, obtenidos ocasionando la transformación 
in vitro de Las miracidias. 
- Conglomerados germinales, cercarlas en desarrollo, y 
cercarías 1 ibres a partir de el huésped intermediario 
{Lyimaea stagnalis). 
- LARVAS DE S. monsoni: 
- Conglomerados germinales, cercarías en desarrollo, y 
cercarlas 1ibres a partir de el huésped intermed iario 
[Biomphalaria glabrata). 
- LARVAS DE 0. spathaceum: 
- Conglomerados germinales, rarcarías en desarrollo, y 
cercarías libres a partir de el huésped intermediario 
stagnaiis). 
- Metacercarias a partir de el huésped intermediaria (¿«tristes 
retícuíatis). 
DETECTAR LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE NEUROSUBSTANCIAS EN ETAPAS 
LARVALES DE PARASITOS DISEÑEOS POR METODOS INMUNOCITOQUIMICOS: 
- AMINOACIDOS, NEUROPEPTIDOS AISLADOS DE VERTEBRADOS Y 
NEUROP EPTIDOS AISLADOS DE INVERTEBRADOS. 
- En esporocistos hija, etapas cercariales en desarrollo, y 
cercarías libres de T. ocellata, S, monsoni, y D. spathacewn. 
- En metacercarias de 0- spathacevm, y miracidias de T. 
ocel¿ata. 
- PEPTIDOS DERIVADOS DE PRECURSORES 0P10IDES-
- En miracidia y esporocistas madre de T. ocellata. 
DETECTAR LA PRESENCIA DE ESQUISTOSOMINA EN LA EMOLINFA DE 
L. STs&iAUS INFECTADO CON O. SPAfiKXim POR METODOS 
MORFO L OGICO-BIOQUIMICQS-
MATERIAL Y METODOS 
QSTENCTON DE ET4M5 ¿.4KK4LE5 CE P.4R.4SITO5 ¿ f.lfiTífi DE SWS 
«/ESTECES. 
Obtención de miracidias de los parásitos. 
Huevos de Scftiséosown iionsoni (cepa Puerto Rico) fueron obtenidos 
de hígado de ratón {fots B W S C U É U S) s Ratones (cepa CDl) fueron 
infectados con cercarias del digeneo (las colas fueron sumergidas 
por 10 min. en 50 mi. de agua con aproximadamente 200 cercarías). 
Después de sacrificar a los ratones por dislocación cervical, el 
hígado fue obtenido y homagenizado, centrifugado <5000rp¡n/jfnin), 
lavado dos ocasiones más en suero fisiológico, y posteriormente dos 
veces en agua libre de cobre. Todo el proceso a 4 °C. Los huevos 
aisladas fueron colocadas en agua libre de cobre, a una temperatura 
de 25 °C, can una fuente de luz de 100 watts. Después de dos horas 
las miracidias pudieron ser obtenidas. 
Huevos de TricftotJliftarsia ocellata fueron obtenidos de excremento 
de pata {Anas platyrrhyncftOB), camo fue descrito por Mellink y Van 
den Bovenkamp <-tt>. Las miracidias fueron estimuladas a emerger de 
los huevos aplicándoles una fuente de luz (100 watts). 
Huevos de Hiplos±«Bum spattaceuN obtenidos de gaviotas (Larus 
argentatus), fueran enviados desde la Universidad de Aberdeen, 
Escocia, por el doctor L. H. Chappell. Los huevos fueron incubados 
de 8 a 12 días a 25 °C, con cambia de agua continuo. Despues de 
este periodo las miracidias fueran estimuladas a emerger de los 
huevos aplicadol.es una fuente de luz (100 wat*:3). 
Infsición. 
Caracoles, Lynwiaea stagnalis, con caparazones de 10 un fueran 
infectados con 10 miracidias de T. ocellata. 
Caracoles, Lyfmaeo. alagnalis, con caparazones de 6 ma fueron 
infectados con 6 miracidias de 0, spathacevm. 
Caracoles, Biontphalaria glabrata, con caparazones de 10 otm fueron 
infectados con 10 miracidias S* ÜKOTSOH* . 
El proceso de infección fue llevado a cabo en cámaras de cultivo de 
25 cubos. Los caracoles fueron incubados con las miracidias por 3 
hrs. a 25 ®C, en 3 mi de agua libre de cobre. 
Caracoles infectados fueron alimentados con lechuga (£>• sia^nalis) 
ó con alimento para peces (E. glabrata), ad ¿ibiéum, y mantenidos a 
un periodo de 12 hrs luz - 12 hrs obscuridad, con continuo cambio 
de agua (agua libre de cobre), y a una temperatura de 20 ~C. 
Obtención de esporocistos madre. 
Miracidias de T. ocellata fueron selectivamente aisladas é 
incubadas en medio de cultivo a 21 "C, para su transformación in 
vitro en esporocistos madre, de ¿cuerdo al método de Schallig y 
colaboradores <42>. 
Obtención de esporocistos hi jo £ cercarías 1 ibres. 
Después de 8 a 12 semanas postinfección, La emergencia de cercarías 
fue estimulada exponiendo los caracoles a una fuente de luz, como 
fue descrito par Sluiters y col. <*S>. Se obtuvieron glándulas 
digestivas de caracales infectados, en esta región se encuentran 
esporocistos hjjo conteniendo conglomerados germinales y cercarías 
en desarrollo. En el caso de caracoles infectados con D. SpcJtÍ83CCUB! 
fue tomado el caracol completo, debido a que los esporocistos hijo 
de esta especie se encuentran distribuidos en todo el cuerpo del 
molusco. 
Obtención de metacercarjas. 
Cercarias del gusano del ojo (D- spathoceun] fueron obtenidos para 
infectar guppies (¿etíisies reticuíaiis). Los peces fueron colocados 
en recipientes con SO mi de agua con cercarías, y fueron incubados 
por 3 hrs a 25 ®C. Posteriormente fueron colocados en peceras, con 
continua provisión de aire, y alimentados con Tetra-Min. Entre 3 y 
7 meses postinfección, los cristalinos de los ojos de los peces 
fueron disecados para obtener las metacercarias. 
IHWMXITCQUIMICA. 
CORTES. 
Las miracidias de T. ocelíata, el tejido de caracoles conteniendo 
esporocistos hija de las tres especies de parásitos, y las 
cercanas libres de las tres especies de tremátodos, fueron 
procesados por tres tipos de fijación: I) Fijador de Bouin, 16 hrs 
a 4 °C; 2) Glutaraldehido al IX por 2 hrs a 4 °C; 3) Congelados 
sumergiendo los especímenes en freón-22, enfriado en nitrógeno 
líquido, después el material fue criosecado a -45 ®C por 40 hrs y 
fijado en vapor de paraformaldehido por 2 hrs a 60 ®C. El material 
fijado fue transferido a parafina liquida (punta de-fusión 54 « O . 
Los cortes fueron hechos de 5 ó 7 mieras» de las miracidias ó 
cercarias, respectivamente. 
Las inmunotinciones con anticuerpos se hicieron con la técnica de 
peroxidasa-antiperoxidasa <•*•*>. Después de desparafinar los cortes, 
la actividad de peronidasas endógenas fue inhibida con peróxido de 
hidrógeno diluido en metanol (0.1'/.). Luego los cortes fueran 
hidratados en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.4 + 0.1X de detergente 
Tween 20 (b-tween). La incubación con el primer anticuerpo (vea la 
tabla 1), diluido en b-tween, fue por 16 hrs a 4 "C, lavados dos 
veces (5 nin> en b-tween, é incubados con el segundo anticuerpo 
(DflKO Immunocytochemical Products, Dinamarca) - anticuerpos 
conjugados a peroxidasa de rábano: cerdo-anticonejo, 
conejo-antiratón, ó rata-anticonejo - diluido 1:200 en b-tween. La 
actividad de peroxidasa fue detectada con diaminobenzidina 0.05% 
(Sigma D56375 con peróxido de hidrógeno 0.04X en buffer de fosfatas 
0.1M, pH 7.4. 
Montaje total 
Las miracidias y esporocistos madre de T. ocellata, cercarias 
libres de las tres especies y metacercarias de D. spathocewn, se 
fijaron en paraformaldehido al 454 en HEPES 0.05(1, pH 7.4, por 4 hrs 
a 4 "C. Después se lavaron por 16 hrs en HEPES a 4 ®C, y se 
incubaron con el primer anticuerpo (vea Tabla 1) diluida en HEPES 
0.05M, pH 7.4, más 0.3% de Triton-XlOO, más IX de albúmina sérica 
bovina, más 0.2« de azida de sodio (buffer HEPES-T), por 48 hrs a 4 
"C. Posteriormente fueron lavadas 24 hrs en HEPES-T, é incubados en 
el segundo anticuerpo (DAK0 Iflununocytochemical Products, Dinamarca) 
- anticuerpos conjugados a isotiocian&to de fluorescei na: 
Cerdo-anticonejo ó conejo-antiratón - diluida 1:200 en HEPES-T. 
Después de lavarlos en HEPES, fueron montados en glicerol al 80X 
más 1% de ethilenamida. 
Controles: 
(a) Omisión del antisuero primario? (b) Incubación en suero no 
inmune; (c) Absorción en fase liquida con el antigeno homólogo; (d) 
Incubación del antisuero primario con la proteína acarreadora <en 
aquellos casos en que fue usada). 
Tabla 1 : Antisueros usados. 
ANTISUERO F U E N T E * * 
Acido aminobutirico(BABA) A 
Acido ^-arainobutírico(GABA) E 
Anti-tynaea-Monoclonai-Antibodies 6 (ALMA6)* C 
APGWamida* C 
Calfluxina(CaFl)* C 








Factor de crecimiento epidermal(EGF) D 
Factor de crecimiento *ibroblá.stico<FGF) D 
Factcr liberador de corticotropina(CRF) A 
FMRFamida* C 
Glutamato A 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(1-24) E 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(25-39) E 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(4-10) E 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(10-13) E 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(11-17) E 
Hormona adrenocorticotropica(ACTH)(18-24) E 
Hormona concentradora de melanocitos(!*ICH) G 
Hormona de crecimiento (humana) (hSH) F 
Hormona de las células caudodorsales I(CDCHI)(21-36)* C 
Hormona de las células caudodorsales II(CDCHII)(34-41)* C 
Hormona de las células caudodorsales I monoclonal(CDCHIm)(33-36)* C 
Hormona del cuerpo dorsal(DBH)* C 
Hormona a estimulante de melanocitos(a-MSH) G 
Hormona ot estimulante de melanocitos(cn-MSH) H 
Hormona foliculo estimulante(FSH) C 
Hormona gonadotropica (salmón) (GTH) H 
Tabla 1. (Continuación), 16 
Hormona gonadotropica (carpa) (GTH) H 
Hormona liberadora de gonadotropins(GnRH) H 
Hormona liberadora de la hormona luteinizante(LHRH) E 
Hormona liberadora de la hormona luteinizante(LhWH) H 
Hormona luteinizante(LH) C 
Insulina (salmon) J 
Ket-encefalina C 
Neurofisina E 
Neuropeptido Y A 
Neuropeptido Y H 
Oxitocina A 
Péptida a de las células caudodorsales (a-CDCP > (3-U )* C 
Péptido ft de las células caudodorsales(fJ-CDCP>» C 
Péptida cardiaco pequeKo B(SCPa)* K 
Péptida de molusco relacionado a insulina B(MIPB)* C 
Péptida de molusco relacionado a insulina C(MIPC)» C 
Péptida intestinal vasoactivo(VIP) A 
Péptida intestinal vasoactivo(VIP) E 
Polipéptido pancreático (tavino) (bPP) J 
Prolactina E 
Prolactins G 
Somatostati na A 
Substancia P A 
Substancia P D 
Substancia P E 
Arg-Vasopresina A 
Arg-Vasotoc i na A 
* = Neuropeptides dirigidos en contra de neuropeptidos nativos de 
invertebrados. 
Tabla 1. (Continuación). 
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D E T E C C I O N DE E9QUISTV90iiÍIhA E N LA llEMOLIhrA VE CAR.4QQLES. 
Suero de Caracoles. 
Hemolinfa de ¿jfHRaea stagnalis no infectado, infectada con T. 
ocellata, e infectada con D. spatftaceun. fue colectada por el 
método descrita por Sminia y col. <*3i. La hemolinfa fue 
centrifugada (12000 rpm/20 min), para remover amebocitas y 
cercarlas. El suero obtenida fue usado inmediatamente ó congelado a 
-70 °C, estudios previos han demostrado que la esquistosomina 
presente en el suero mantiene su actividad cuando es congelada (31). 
Aislamiento de la hormona Calfluxina (CaFl). 
Comisuras cerebrales — el área donde las células caudodorsales 
secretan la hormona calfluxina en la hemolinfa <4<5> - de 30 
caracoles adultos s¿a^na¿is) no infectados, de aproximadamente 
25 mm, fueron disecadas. Las comisuras fueran colectadas en tubas 
Eppendorf y colocadas sobre COz sólido. Se afíadió Ácido acético 
(O.lfl), y fueron calentadas en agua hirviendo por 10 minutas. Se 
homogenizó el tejida, se sonicó, y se centrifugó (12000 rpm/10 
min). El sobrenadante fue colectado. La pildora fue resuspendida 
dos veces más y tratada de la misma forma que el homogenado. Los 
sobrenadantes combinados fueron liofilizados 16 hrs. La hormona fue 
disuelta en solución de Ringer. 
Incubaciones. 
Glándulas del albumen de 25 caracoles, L. siagnalis, juveniles no 
infectados (19 mm) fueron disecadas, y Preincubadas por 1 hr en 
salación de Ringer. Cada glándula fue cortada a la mitad» é 
incubadas por 20 rain en las siguientes soluciones: 
Grupo 1: Ringer. 
Grupo 2: Ringer + CaFl. 
Grupo 3: Suero de caracoles no infectadas + CaFl. 
Grupo Suero de caracoles infectados con T. ocellaia + CaFl. 
Grupo 5: Suero de caracoles infectados con D- spaihoceu* + CaFl. 
Demostración de depós i tos de Calcio. 
Después de la incubación, las mitades de las glándulas fueron 
g 
cortadas en piezas de l mm , y fijadas en solución de Karnovsky — 
glutaraIdehido al 2%, formaldehido al 2.5%, antimoniato de potasio 
al 2%, en buffer de fosfatas 0.1M, pH 7.6 - por 2 hrs a 21 *C. 
Acido tánico (0.1*/!) fue disuelta en el fijador antes de su uso 
<4?,*a>. Las glándulas fueran lavadas en buffer de fosfatos con 2X 
de antimoniato de potasio (2 veces/5 minutos), y postfijadas en 
tetraó:-:ida de osmio al 1%, en buffer de fosfatos con 2% de 
antimoniato de potasio, por 2 hrs a 4 *C. Posteriormente, las 
piezas fueron lavadas en buffer de fosfatas con antimoniato (5 
minutos), y después en buffer de fosfatos sin antimoniato <30 min). 
Las piezas fueron posteriormente deshidratadas e incluidas en EPON 
812. 
Cortes finos, en rejillas cubiertas can una película de formvar, 
fueron impregnados con citrato de plomo y acetato de uranilo en un 
LKB 2168 Ultrastainer, Posteriormente fueron observadas en un 
microscopio electrónico de transmisión Phillips EM 300. Cien 
mitacondrias can ó sin dépositos de calcio fueran contadas, una 
glándula del albuoen por caracol, cinco caracoles por grupo. Las 
mitacondrias fueron contabilizadas únicamente en células con núcleo 
y retículo endoplásmico bien conservado, 
k 
Análisis Estadística. 
Los datas, mitacondrias con ó sin dépositos de calcio. fueron 
confrontadas por análisis de varianza de un nivel < 4 » > , 
comprobandosé que hubiera homogeneidad de varianzas, por la prueba 
de Bartlett <so> y normalidad <st>. Posteriormente, se empleó la 
prueba de rangos múltiples de Duncan <sz>. 
RESULTADOS 
Neurosubstancias similares a péptidos aislados de vertebrados e 
invertebrados, y al aminoácido glutamato, están presentes en etapas 
larvales de tremátodos digeneos. Se observaron diferencias en la 
presencia de imunareactividad (IR) a neuropeptidos entre las 
diferentes especies, y en la localización, extraneuronal y 
neurona 1. 
Inmunoreactividad a glutamato fue observada en miracidias de T. 
ocellaíat cercarlas de 7*. ocel lata y S. racmsoni, y en la 
metacercaria de D. Bpaihacewn. En la miracidia IR fue observada en 
el neuropila central, asi como en ios troncos nerviosos anteriores 
y posteriores (Fig.l). Tanto en la cercaria intraesporocistica como 
en la cercaria libre de T. ocellata una gran IR fue detectada en el 
sistema nervioso, ésta estuvo presente en las ganglios centrales, 
la comisura principal, y en los troncas nerviosas anteriores y 
posteriores (Figs.2-5). En S. mansoni, menor IR fue observada en la 
cercaria libre, en la misma localización que la cercaria de 7*. 
ooeltaéa. En la metacercaria IR fue observada en la comisura 
anterior, trancos nerviosos ventrales, cordones nerviosas 
anteriores, y en fibras nerviosas de la musculatura subtegumental 
(Figs.6-7). 
La presencia de IR a neuropeptidos se ilustran en las tablas 2, 3 
y 4. 
Tabla 2. Presencia de IR a péptidos derivados de precursores 
opioides en miracidia y esparocisto madre de T. OCeHotU. 
A N T I S U E R O M I R A C I D I A E S P O R O C I S T O M A D R E 
Di ñor fina + 
«-Encortina - -








Met-Encefalina +++ ++• 
Tibia. Presencia de IR neuropeptides nativos vertebrados e 
m vertebrad« en cercarías de T. ocvi lata, S. mans, <.>ni y D. 
s pathac&um. 
A N T I S U E R O T. oceí lata S. mansoni D. spathaceim 
CARP +++ +++ +++ 
a-CDCP + + 
APGWamida +++ 
FMRFamida +++ ••-++ +++ 
SCPB -
Vasotocin* +++ -
Va sop res i na ++ - +++ 
Oxi toe i na — — -
Prolactina ++ 
Substancia P ++ +++ 
Colecistocinina -
Somatastatina - +++• — 
Met-encefalina +++ ++•+ ++ 
No se detectó IR en ninguna de las especies de cercaría con las 
demás antisueros tratados. 
Tabl¿ 4. Presencia de IR a neuropeptidos nativos de vertebrados • 
inver tebrados en la (niracidLa de ocúltalo, y en la netacercaria 
de C. spaihacvimi. 
A N T I S U E R O M I R A C I T J L A M E T A C E R C A R I A 
ALMft 6 - -
APGWamida ++ +++ 
CaFl - -
CflRP +++ +++ 
4H5n - -
FMRFamida +++ +++ 
CDCH I -
CDCH Ira - -
CDCH II - -
DBH - -
MIP B - -
MIP C - -
a-CDCP ++ + 
f?-CDCP - -
SCPB - ++ 
Vasotocina + + + 
Vasopresina ++ +++ 
•xitac ina + ' -
Substancia P +++ 
Met-encefa 1 i na +++ -
La distribución de la IR detectada para lis reuropeptidos esta 
descritas por etapas larvales. 
Miracidia de T. ocellatai 
IR con antisueros en contra de CARP, ct-CDCP, APGWamida, FHRFaraida, 
Substancia P, Arg-Vasotocina, Arg-Vasopresina, y Oxitocina fueron 
observados en la nasa central y en los trancos nerviosos anteriores 
y posteriores (Figs.8-9>. 
IR a a-MSH fue detectada en la masa central, en neuronas y en sus 
seis pares de terminaciones nerviosas ciliadas que se encuentran 
entre la primera y segunda hilera de placas ciliadas, estas 
neuronas se encuentran alrededor de el neurop i lo central 
<Figs.10-14). 
IR a a-MSH también fue observada en un par de papilas laterales 
localizadas entre la tercera y cuarta hileras de placas ciliadas 
<Fig.Í5). 
IR a dincrfina fue observada únicamente en los seis pares 
de terminaciones nerviosas ciliadas, las mismas que mostraran IR a 
a-MSH. 
IR a Met-encefalina fue observada en las células germinales 
(Figs,16-17). 
Esporacisto madre de T. oceíiato: 
Células germinales de esta etapa larval mostraron IR a 
Met-encefalina (Figs.18-19). 
Cerearias: 
El cc-ponente peptid^rgico de el sistema nervioso de cercarías de 
tremátodos diqenéticos, definida por la rambirsciOn de los 
d i ferentes neuropep t idos detectados, consiste de un par de 
ganglios, conectados por una comisura. De los ganglios nacen 
troncos nerviosos longitudinales anteriores y posteriores, estos 
últimos se continúan con dos pares de fibras nerviosas que corren a 
lo largo de la cola. 
Cercaría de T. ocellata: 
La canaria intraesporocistica completamente desarrollada y la 
cercaría libre presentaron IR en el sistema nervioso con los 
siguientes ar-t isueros: CARP, S C P B , FMRFamida, Arg-Vasotccina, 
ftrg-Vasapres:ir.a, Prolactina y substancia P. La mas fuerte IR fue 
con snti5ueros en contra de FMRFamid* y CfiRP, ésta fue observada en 
fibras nerviosas del neuropilo y de la comisura central, asi cana 
en lo= troncas nerviosos longitudinales anteriores y pos'"íc res. 
(Figs.20-21*. Fibras nerviosas de la cola que terminan en la furca 
también mcstraron IR con estos neuropeptidos nativos de 
invertebrados ÍFigs.22-24). 
Ion les otres n^jrapeptidos la IR estuvo restringida a la comisura 
cent-al y s nervios longitudinales íFigs.25-26). 
*P i neuropept'des localizada sxtraneuronalmente fue detectada en 
especie: TC c°rt el antisuero en centra de ftPGWamida estuvo 
'«v-alizada en la= células flamígeras de la cercaría libre , er la 
cerca"ia ir.trie5p0""0Cistica totaln^ntp desarrollada (Fi^s.31-33). 
f —.a= sr ls pared del espcacis'o hijo ^aubiei 'ost^aron 
IR con este tetrapéptido (Figs.27-31). 
FMRFamida fue observado en las glándulas de escape y en sus 
conductos de la cercaría intraesporoclstica (Fig.32-35). 
Met-encefalina fue observada en la cercaría en desarrollo, en 
células precursoras de células Musculares. Estas se encuentran en 
la cola y en células del organo anterior. IR con este pentapéptxdo 
opiaide también fue observada en algunas células de los 
conglomerados germinales (Figs.36-37). 
Cercaría de S. noTtsoni; 
La cercaría totalmente desarrollada presentó IR en el sistema 
nervioso con los siguientes antisueros: FMRFamida, CARP, o>-CDCP, y 
CCK. De manera similar que la cercaría de T. ocelíaía, antisueros 
en centra de CARP y FMRFamida mostraran la mayor IR e igual 
distribución (Figs.38-40). IR a a-CDCP y CCK estuvo limitada a la 
comisura central y a los nervios longitudinales. 
IR a somatostatina, FMRFamida y flet-encefalina estuvo presente en 
células no neuronales; 
El antisuero en contra de somatostatina mostró IR en células 
subtequmentales distribuidas en todo el cuerpo de la cercaría. El 
tegumento cercaría 1 no presentó inmunoreactividad con este 
antisuera. Algunas células parenquimatosas en la parte superior de 
las glándulas preacetabulares también fueron inmunoreactivas a este 
neuropeptido (Figs.41-44). 
IR a FMRFamida estuvo presente en las glándulas de escape, y sus 
conductos, de la cercaría intraesporoclstica (Figs.45-47). 
Met-encefalina mostró idéntica distribución que en las cercarías de 
7. ocellaia y D. spathoceue (Fig.48) • 
Cercaría de spatfcaoeumj 
La cercarla totalmente desarrollada presentó IR en el sistema 
nerviosa con los siguientes antisueros: FfFFamida, CARP, o-COCP, 
Arg-Vasopresina y Substancia P. IR a FMRFamida estuvo presente en 
algunas neuronas en la periferia de los ganglios centrales, tanto 
como en la comisura central, los nervios longitudinales anteriores 
y posteriores, y en las fibras nerviosas que corren a la largo de 
la cala (Fig.49). 
Algunas neuronas cerca de la comisura central mostraron IR a 
Substancia P, También IR a este neuropeptido fue observada en los 
trancos nerviosos longitudinales (Figs.50-51). IR a CARP, a-CDCP y 
Vasopresina, fue observada únicamente en la comisura central y en 
fibras de Los cordones nerviosos longitudinales anteriores y 
posteriores. 
IR a Met-encefalina fue localizada en células na neuronales en la 
cola de la cercaria en desarrollo, y células del organo anterior, 
las mismas células inmunoreactivas que en las otras dos especies de 
cercarías estudiadas. De manera similar, algunas células de los 
conglomeradas germinales también mostraron IR a este opioide. 
Metacercaria de B. spathaoeum; 
De los antisueros tratados, IR en el sistema nervioso fue observada 
can: FMRFamida, CARP, APSWamida, S C P B , a - C D C P , C D C H - I , 
Arg-Vasopresina, Arg-Vasotocina y Substancia P. 
Entre los antisueros dirgidos en contra de péptidos de 
invertebrados, FMRFamida mostró la mas extensa distribución en la 
«etacercaria. IR fue observada en los ganglios anteriores, las 
comisuras anteriores y posteriores, en los cordones nerviosos 
ventrales, dorsales y laterales, fibras nerviosas inervando las 
carnosidades anteriores, fibras en el árgano adhesivo-absortivo, 
fibras asociadas con el poro excretorio, y comisuras transversales 
subtegumentales (Figs.52,56,57). Neuronas inervando la ventosa 
anterior, a lo largo de los troncos nerviosas ventrales y asociadas 
con la comisura posterior fueron irmunoreactivas a este 
tetrapéptido. (Figs.53-55). 
CARP, APGWaraida, Arg-Vasopresina y Substancia P mostraron similar 
distribución, IR estuvo presente en los ganglios anteriores, 
troncos nerv iosos anteriores y posteriores, cammisuras 
subtegumentales, fibras alrededor del poro excretorio y en el 
org3no adhesivo-absortivo (Figs.58-61). Algunas neuronas cerca de 
ios ganglios anteriores fueron inmunoreactivas a Substancia P. 
S C P B y CDCH I están menos distribuidos, IR fue observada únicamente 
en los ganglios anteriores, la comisura principal y comisaras 
nerviosas subtegumentales (Fig.62-63). El poro excretorio mostrC 
fibras inmunoreactivas a SCPb (Fig.64). Inervación del árgano 
adhesivo-absortivo fue observado con CDCH I. 
ck-CDCP y Arg-Vasatocina mostraron la mas débil inmunoreactividad, 
esta fue observada en los ganglios, la comisura principal, y en los 
troncos nerviosos ventrales. 
Detección de esquistosomina en hemolinfa. 
Suero obtenido de la hemolinfa de i- siagnalis infectado con C. 
» 
spaiftaceum no afectó la acción de la calfluxina sobre las 
mitocandrias de células de la glándula del albumen (Figs.65-66). La 
acción de esta hormona fue afectada por suero obtenido de caracoles 
infectados con I", ocel l ai a y no fue alterada con suero obtenido de 
caracoles no infectados (Gráfica 1). 
f i g u r a s 
Fig.1. Corte longitudinal de la miracidia de T. ocelíatu. 
Inmunoreact ividad (IR> 3 giutamata en la masa central y Darte de 
los t roncos nerviosos anteriores (flechas), (a) glandula 
anterior. Peroxidasa anti-oeroxidasa (PAP). 
Criosecado-Paraformaldenido (C-PF). Barra=5um. 
2. Ccrte longitudinal d? la cercana intrassporoc istica d~ 
l' ° c e / L a t a - IR a gluta.ua te en la comisura central (flecha), ( 3> 
glándulas postacetabulares, (b) ventosa anterior. PAP. C-PF 
Barra = g u m _ 
Fig.3. Corte transversal de la cercaria intraesporocistica de T. 
oceílata. IR a glutamate en lo? ganglios centrales y fibras de la 
comisura, a) conductos ce las glándulas acataoula res. PAP. C-PF. 
Barra = 5uin. 
~ig.4. Corte longitudinal d=? la cercaria libre de T. ocellata, IR 
a g luta.ua ta en los t-onco= nerviosos anteriores y posteriores, 
(a) glándulas postacetabulares, (b- cola. C-PF. 5arra=20um-
Fig.5. Zar te longitudinal de La cercana liare je T. ocelluta. 
a glutamato en los ganglios y troncos nerviosos longitudinales, 
(a) glanoulas acetabulares, (b; ventosa ve.n--al. PAF . C-PF. 
8arra=8^m. 
Fig.ó. Montaje tota.1 de la ^e-icarcaria --s® s palhacenm. I? a 
glutamato en les tronccs nerviosos ventrales. Fluorsscsina. 
Ba r ra = 40/j,n. 
Fig.7 Montaje total de la metacercaria de spathacenm. IR a 
glutamato en las comisuras transversas subtegumentales. 
Fluaresceina. 9arra=40Mm. 
Fig. 3. Montaje total de miracidias de T. ocellata. IR a 
FMRFamida en algunas neuronas, la masa central y en los troncos 
nerviosos longitudinales. Fluoresceina. 3arra=12ym. 
9 
f-ig.9. Monta je total de uns miracidia de T. ocellata, IR A CA RP 
en la masa central y en los troncos nerviosos anteriores y 
•Qsteriores. rluorescei na . Barra=6uin. 
A 
m 
F i g s . 1 0 , M o n t a e tota", de mi-acidias de T. oc#llata. IF. a 
-i-:13H en la masa central v -.euncnas 
Fig.10. Bar-a = 1 . -ig.12, Barra-I3um. 
-.—. L 9 
Fig. 11. Corte longitudinal de una miracidii de T. ocellata. IR ¿ 
a-MSH en una neurona cerra ce la masa central. PAP. C-PF. 




Fig.12. Montaje total Je ana •niracidia de 2*- ocei í'Jt'J. IR a OÍ- "-3H 
5 n ó oaras de terminaciones nerviosas ciliadas entre li primera y 
segunda hilara de placas ciliadas. F1_oresceina. Sarra=5pn. 
V. * 4 
1 
15 
- 9 - C o r t e longitudinal de la niraeidia de T. ocellata. ;R 3 
<x-MSH en terminaciones nerviosas ciliadas. C- 3". 3ar^a=3pm. 
" ' • 9 - 1 5 , Montaje total de ia ¡niraeidia de T. ocellata. T R 3 
sn papilas nerviosas laterales (f lecnas) . F"1. jtcrescei na. Barra*9pm. 
-ig.t6. Monta¿e total da ia miracidia de T. ocellata. IR a 
^e--encef 3I ina ars las ce lui ÌS 3-"-TI 1 nales. F uc.'^sceins. 
tìa r ra - ì O/um. 
FiQ.17. Corte longitudinal y transversai de la ni-acidia de T. 
ocellata. IR 3. Met-encefa 11 na en células germina las. PAP . 
C-PF. Barra=5wm. 
Figs.18-19. Montaje total de esaorccistos madre de T. ocellata. 
72 horvä en cultiva. IP. a Met-enc*fa;ina er células germina .es. 
Fluoresce!na. Fio.13. 3arr3=i0^m. Fig.19. Ba^-a=tOpn. 
» 
1* 
\ v 20 
rig .20. Monta je botai da ar.a calcarla da T. ocellata. 
Inmunoraactividad a rv«"FFaiida en là carni-.ura y -roncas rierv-jscs 
longitudinalas. Fluaresceina. Barra -15^-. 
K ^ a V v 
» r • » 
g jr/ii' • K-f jr r . • • 
r-1,.21. Corte latitudinal d* on. c r o p . . d* T. ocelli. 
CARP B n l a comisurl central y an tronco* nerviOHS lono i tudina le. 
Posteriores, (fiecha.", t.) v.r. t a » ventral. »*». B.rp-8,-« 
r i 
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Figs.22-24. Mantajes totales 
de cercarías de T. ocellata. 
IR a FMRFamida en: Fig.22. 
fibras nerviosas de la anión 
cuerpo cala \ 5 A r R A = i 3¿JITI . ) ; 
Fíg.23. fiaras a lo largo 
12 ral- (Barril 4/JÍ*. í; 
-ia.24, fibras i-ie terminan 
en la furca Oarra-ZO^um. * 
luarescei ta. 
= 2= T. insellata. "art= lançi'fcuJi.-'ai 32 ïa c e - c a n 
'.a) manchas oculares. . Vasctacina en la 
dar ra =9u-t . 
10.711 ¿ura C-PF. 
¿je T. ocellata. IR a 
Prolact ina en la comisura 
i y M t -li ¿'S&S. c 
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"=ig.27. Cercaria libre de 
ocellata, IR a APGWamid^ 
las caíalas flamígeras, 
glándulas postacetabulares, 
(b)glándulas preacetabulares, 
(c) ventosa ventral, (d) 
ventosa anterior. PAP. C-PF. 
Barra=30^m. 
Figs.2B y 29. Cercarías intra 
esporocisticas de T. ocellata 
Fig.28. IR a APGWamida en las 
células flamígeras a lo largo 
del cuerpo y en cwlulas de la 
pared del esporocisto hijo 
( * Icchac ? , (a) glándulas 
ace:aauurss, (b • ventcsa 
anterior. PAP. C-PF. 
Bar-a = 3C*Jm. Fig.29. IR a 
APGWimida en la -egiOn 
cuerpo—cola, (a) glándulas 
postacetabulares, (fa) cola. 
PAP. C-P p. 2C—3a-'•a =7um . 
3 0 - 3 1 . Cortes t'sr.«ver.Mié5 de cer-ariss int-esporocisticas 
T. ocell'ita. "ij.Z . """ a -PSWa.T.l Ja ai c é l u u i 1 ¿mi je-i 
<flez-a = >. Ca j . ^ n u a s MStiMtibulir«». • 3arra = 7¿,,r.. 
Fig.31. TP i APGWanida en ara célula manigera de la cercaría y 
sn células de la parea del espcraciato ni jo flachas), Ca) 
glándulas postacetabula res. PAP. 3-PF. Parra=9um. 
Figs.32-33. Cartas IOPQÍ^Ü .nales -a Ja T. ocellata. 
IR a FMRFamida an las glándulas de escaca y sus conductas 
(flechas), (a) glándulas preacetabulares. 'b• mancha -cular. 
C-PF. r . g. 32. Barra-*10*J® • ^ig-33. Barr3 = 12y.T. 
pa- :e s ^ ä ^ o r Je c a r c a m e ce 
.1 -íi.il a 
r . Pigs.34-35. uCrr.es ds i 
ocellata. IP a FrfRFamida en Ids cond-jc:» de U s gla-dulai. 
escape (flechas), (a) ventosa anterior . -P. Z-FF. Fig.34. 
B*rra=6fJ®- Fig.35. Barra«?*!®-
F:-ÍS.1=-37. Corees ra -re-carias 5r - R E S A R C Í La ^ T - lata. IR 
3 let-encefalina en células de la región anterior, de la cola, y 
de los conglomerados germinales (flechas), (a> paree del 
esaorocisto bija. . ¿" p r- Ba rra 5= 1 . 
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Figs.38-39. Montajes totales 
de cercarías de S. mansoni. 
IR a FttRFamida en la 
comisura, troncos nerviosos 
!erg i tud i na 1 os, i b r is de 
co ?. . y .in as: dí? neuronas 
que envían a ;ones a ln= 
"-Q - : j j - = - . i • - : i :¡.-.d i-
Dos-ef ío^es. 
- i ..orescel na . 
r. 3 33« Ba r ra = 1 . 
F. 3 . 3 C . "3a -. - t !>u -. 
Is rte Iqp-.^ì *t .-a r-c-.-.i i-rraesporoc-sfci^ á® 
S.'uninronL. I?. a C A W en sir» ^ ganglios centrales / an lea 
tronces -ervicsos anteriores flechas). U > glándulas 
,. , , : _ (ft narea aei esooroci5~c hijo. -.-P. acetabulares, <b> c3ia, ici pai_u 
C-PF. 5arra=7Mm. 
. -I -O S. manaoni. IR Figs.41-42. Cortes longitudinales da «rea. las de 
- , -inrit-alss 3ub-eQumentaies. a; a soma tos ta tina en ce.ul^s »incitai-» 
ventosa ventral, <b> ventosa an .e .«-r. 
r=rcar:as 
sxncitiales sub tegumenta1 es, (a) gianduia ^ t a b u l a r e s , (b) 
ventosa ventral. ?AP. C-P^. Barrassi«. 
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Figs. 45-47. Cortes longitudir.a-
les de cercanas intraesooro-
r-.(.,r3c de S. Monsoni. IR a 
FMRFamida en las gianduia* ce 
escvaa v sl s ccnductos, (a 
-.antosa -.oteri-r, <t > vantosca 
ventri:. -Ar. • 
Fig.45. 3arra = 12/jm-
= ì-j3.46 y 4". 3arras=15*jm. 
- g . 4 8 . Corta ra « r « r u mtriWflorocisWci ae S. -an»om. IR a 
Met-encefalma sn células ^e La irla na la 
desarrolle, y an celulas da los conglomerados gemínalas. PAP. 
Bou i n. Ba r ra = 1 • 
Fi3.49. Montaje total de una cercaría Je s/»«t Aaeeu». 
FMRFamida en ios ganglios cer.-rales, trancos 
longitudinales y comisuras cransve-sales (flechas). -luor= 
Ba-ra = lZ/jm. 
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Fig.50- Mortal« total c* una 
sufc ° en -eu-onas 
r l .ic res reí na . 5 a - - a = L ~ uíi. 
"ig.51. Corta lcr>Q L tud i na 1 -le n , 
D. spathaceum. IR * substancia 3 
centrales. PAP . C-PF. Ba--a . 
-a D. spaí haceuw. -j 
írca-ia ir-.'-aesporoci atica de 
neuronas los ganglios 
Fig.52. Montaje total de una metace-caria de ö- spathace 
FMñFaaiida ampliamente distribuida en el sistema 
Fluorescelna. Barra=30urn. 
- : p= . f3-r¿ . «arta es cara .'las de -neta zafos-i as :a O. spnthaceum 
I- a FMRF.amtía en: Fio.53. neuronas carca ce la ventosa anieric 
5arra = 10um>; ^19 = . y 55. y neuronas a lo la-go ¿e los tror.co 
nerviosos ventrales. 7 lucres-; al a . -i^.33. 3arra = l I'.um. FiQ.r-l 
B*rra=20^m. -15.55. 3arra = 1 Z^-n. 
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-ig.33. IR a APSWamitía en 2. o aches 1 vo-atsorpt i va. 
Barra= 15,u,n. Fia.59. IR a Substancia P e1- fibras nerviosas del 
sxc-storio. Ba--ra = i5M«n. ^1-ic-escei na . 
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Figs.65-66. Microfotografias de células de glándulas del albumen 
de L. stagnalis después de incubarlas can CaFl. 
Fig.65. Glándula del albumen incubada con suero de L. sia^naiis 
infectada can T. o c e H a t a , abserve las mitacandrias sin dépasitas 
de calcio (flechas). Barra=250nm. 
Fig.66. Glándula del albumen xncubada can suero de L. sta^aíxs 
infectado con D. spatkace»*, abserve los dépositos de calcio en 
las mitocondrias (flechas). Barra=300nm. 
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6ra.fica 1. PORCEHTfeJE DE taTOCOflUEIAS COH BEPOSITOS DE CälCIO DE L&S 
BLÄHDÜLfeS DEL ALBÜHEH DE stzgaalis HOBällAS COH SDEBD DE 
CAFACQLES IHFECTÄDOS COH spzttecem 
DISCUSION 
Este estadio reveló la presencia y distribución neurona 1 y 
extraneuronal de neurosubstancias semejantes a las de vertebrados y 
otros invertebrados en etapas larvales de parásitas digeneos, la 
que confirma la primera hipótesis propuesta. Además, la ausencia de 
esquistasomina en la hemolinfa de L. stagnalis infectado can D. 
spaihacem. 
Los métodos innunoci toqui micos únicamente permiten delinear 
conclusiones acerca de la similitud del determinante antigénico, 
» 
pero no de exacte identidad. Por consiguiente, no es posible saber 
si el antisuero reconoció la misma molécula empleada como anti geno, 
•J a un posible precursor filogenético de esta molécula, ó bien a 
otra molécula completamente diferente con alguna similitud en la 
estructura primaria. De igual manera, los resultados negativos 
obtenidos deberán ser interpretados con cuidado, debido a que la 
variabilidad en técnicas de fijación, el procesamiento de los 
tejidos, el método inmunológico usado, tanto coma los niveles 
detectables del antigeno (esto principalmente en las pequeñas 
células de las larvas de digeneos), pueden originar discrepancias 
con observaciones de otros investigadores. 
La demostración de glutamato (Glu> en el sistema nervioso de larvas 
de tremátodos, soporta la hipótesis de que este aminoácido es un 
neurotransmisor en platelmitas, de acuerdo a algunos reportes 
realizados en cestodos (la clase filogenéticamente más avanzada de 
platelmintos): Presencia de inmunoreactividad en el sistema 
nerviosos efectos excitatorios en neuronas y cél.ias musculares; 
efecto bloqueado por antagonistas; incremento en la actividad basai 
de la adeniiato ciclasa; mecanismos de absorción de Glu; liberación 
de Glu endógena y de Glu administrado exógenamente tsa-sot. La 
presencia de Blu en diferentes etapas larvales de digeneos podría 
indicar que este aminoácido está ampliamente distribuido 
ontogénicamente. Similarmente, la presencia en el sistema nervioso 
de diferentes especies de tremátodos sugiere que Glu es también un 
neurotransmísor en esta clase de platelmintos. Por otra parte, Glu 
es una substancia clave en muchas vías metabólicas, y ha sido 
reportado que en tinciones inmunocitoquímicas se observa un poco de 
tinción inespeclfica en todas las area® del tejido examinado, ésta 
corresponde a la poza metabòlica de este aminoácido <s?,<so,<H). En 
este estudio se observó algo de tinción inespeci fica, 
correspondiente a la poza metabòlica de Glu, sin embargo, la 
inmunoreactividad eás fuerte fue observada en tejido nervioso, la 
poza neuratransmisora de Blu. 
La presencia de IH a neuropeptidos en el sistema nervioso de larvas 
de gusanos planos sugiere un posible papel como neurotransmisores, 
neuromoduladores ó neurohormonas. Sin embargo, diferentes especies 
parecen usar distintas neurosubstancias, debido a que diferencias 
en IR a ciertas neurosubstancias fueron detectadas entre las 
especies. La significancia de estas diferencias es desconocida de 
momento, pero podrían indicar estrategias adaptativas. Durante sus 
ciclos de vida los tremátodos digeneos tienen cambios drásticos de 
medio ambiente, de etapas libres a etapas parasíticas, de huéspedes 
poiqui lotérmicos a horneo térmicos, etc. Otra probable explicación es 
que a lgunos parási tos obt ienen sus neurosubstancias de sus 
huéspedes. El gusano adulto de S» monsoní es incapaz de producir 
5HT de novo, de triptófano, sin embargo, 5KT está presente en el 
sistema nervioso de este parásito, por lo que depende de su huésped 
para el suplemento de esta substancia ui<s-u?>. 
Desde que FMRFamida fue aislado de el molusco Macrocalliaia nimbosa 
«$2>, varios péptidos relacionados a FMRFamida han sido aislados y 
caracterizados en diferentes especies de la mayoría de los filos 
animales «$3-<SB>. En platelmintos inmunoreactividad a este 
tetrapéptido ha sido reportada en el sistema nervioso de especies 
de las tres clases <2i> y se ha sugerido que actúa coma 
neuratransmisor ó neuromodulador, posiblemente coordinando la 
actividad muscular «»>. En este estudio, además de la fuerte 
inmunoreactividad en el sistema nervioso en todas las etapas 
larvales, se encontró la presencia extraneuronal de FMRFamida en 
las glándulas de escape de las cercarias de T. acellaia y 5. 
mansoni. Estas glándulas liberan su contenido cuando la cercaria 
emerge del caracol, el posible papel que juega esta substancia al 
ser liberada dentro del caracol es desconocida de momento. En L. 
st asnal is {caracol), la inmunoreactividad a FMRFamida esta 
ampliamente distribuida, y FMRFamida y otros péptidos relacionados 
han sido aislados y caracterizados de esta especie de molusco «n». 
Un reporte previo ha demostrado que las glándulas de escape de la 
cercaria de S. mansoni muestran inmunoreactividad a polipéptido 
pancreático, neuropéptido Y, péptido YY, y también a FMRFamida 
<70. Sin embargo, estas glándulas fueron reportadas como células 
nerviosas, también parque presentaban inmunoreactividad a enolasa. 
Este estudio mostró que estas células están localizadas en la parte 
superior de las glándulas preacetabulares, que tienen conductos que 
siguen el curso de las conductos de las glándulas acetabülares, que 
los conductos se abren en la ventosa anterior de la cercaría, y que 
estas células están ausentes en la cercaría libre, lo que demuestra 
que estas células son las glándulas de escape. 
El neuropeptido F es el primer péptido aislado y secuenciado de 
platelnintos y muestra similitud en la estructura primaria a 
péptidos de la familia de neuropeptido Y. Se ha reportado que la 
inmunoreactividad a FHRFamida fue eliminada cuando el antisuero 
dirigido contra este tetrapéptido fue absorbido con este 
neuropeptido F (zo>. Son necesarios mas estudios para determinar si 
la infflunoreactividad detectada en etapas larvales de tremátodos 
digeneos es debida realmente a FMRFamida, neuropeptido F, u otrots) 
miembro(s) de péptidos relacionados a FMRFamida. 
CARP fue aislado de el ganglio pedal del molusco bivalvo ffytilus 
edulia ITD, Tiene efectos inhibitorios y excitatorios sobre 
neuronas de el cerebro del caracol tíelix, y efectos modulatonos 
sobre la contracción de músculos de varias especies de moluscos 
<72.?3>, La amplia distribución de la inmunoreactividad obtenida 
con el antisuero dirigido contra este neuropéptido en el sistema 
nervioso de todas las etapas larvales de digeneos, sugiere que esta 
substancia juega un papel importante como elemento neuroregulatorio 
en este grupo de gusanos planos. 
APGWamida fue aislado y caracterizada de otro molusco, /"usinus 
ferrugineus En varias especies de moluscos se ha demostrado 
que tiene efectos ondulatorios sobre la contracción de varios 
músculos y efectos inhibitorios sobre neuronas, además antagoniza 
la acción de dopamina y serotonina en el fflusculo retractor del pene 
de L. stagnalis <73-731. Este estudio detectó la presencia 
inmunocitoqulmica de este tetrapéptido en el sistema nervioso de la 
miracidia de T. ocellata y la metacercaria de D. spaéhoceum, lo que 
podría indicar un papel neuroregulatorio en estos organismos. La 
signi f icancia de la ausencia en el sistesa nervioso de las 
cercarías estudiadas y la presencia extraneuronal en las células 
flamígeras únicamente en la cercaria completamente desarrollada de 
T. oc&llata es desconocida de momento. Algunas células de la pared 
del esporocisto hijo de T. ocellata también presentaron APGWamida, 
sin embargo, no es posible afirmar a nivel de Microscopía de luz, 
si estas células forman parte del sistema excretorio (células 
flamígeras), ó representan neuronas. Por otra parte, ha sido 
reportado que el fluido del canal excretorio de platelmintos 
contiene proteina soluble y aminoácidos <?<s-?7>, si APGWamida es 
excretado en la hemolinfa del huésped intermediario y juega algún 
papel dentro del caracol, requiere posterior investigación, de 
igual manera si tiene alguna función intrínseca, como por ejemplo, 
sobre el control de transporte ó ultrafiltración de fluidos. 
Este estudio reporta la presencia de somatostatina en células 
subtegumentales de la cercaria de S. monsoni. Estud ios 
ul traestruc tura les <?e>, junto con la demostración de los 
componentes colinèrgico <7^ -ei>, aminérg i co <82>, y peptidérgico 
<?o> han demostrado que la cercaria de S. monsoni tiene la misma 
organización básica de otras cercarias de tremátodos; un neuropilo 
con cuerpos celulares asociados, y troncos nerviosos anteriores y 
posteriores lea-a^ t. En las células inmunoreactivas a somatostatina 
no hay antecedentes de act iv i dad a aceticolinesterasa, 
catecolaminas, ó inmunoreactividad a otros neuropeptidos. 
La presencia de inmunoreactividad a péptidos biológicamente activos 
en células tegumentales ha sido reportada en otros gusanos planos. 
Fairueather y colaboradores <eo) encontraron también somatostatina 
en el cestodo TWlocuiaria acanihiaemilgaris. Kumazawa y Moriki 
<ad> reportaron la presencia de prolactina en otro cestodo, 
fiymetvjl&pis nana. Thorndyke y Whibfield <s?> encontraron VIP en el 
trematodo Ecfiiraostama liei. Estos últimos autores sugirieron que la 
secreción de este material innmnoreactivo podría ser la causa de la 
patología del huésped. Estudios ultraestructurales en la cercaria 
de S- mansani han u¿st ^a je que la mayoría de las células 
5ubtegumentale=> (células con ^.matostatina) contienen grandes 
complejos de G O L G I y muchos cuerpos densos, como los observados en 
el tegumento, pero no fuere" observadas conexiones de estas células 
con si tegumento <«e>. Después de que la cercaria ha penetrado al 
L j£sped definitivo y se transforma en esquistosomula, se ha 
observado que estas células hacen conexión con el tegumento y 
vacuolas de estas células pasan hacia el tegumento <SP,PO). Se 
conoce que la esquistosomula llega a ser protegida contra 
anticuerpos en huéspedes permisivos, sin embargo, no se conoce cómo 
tan pronto después de la penetración expresan antigenos del huésped 
para evadir su respuesta inmune. Es de notar que las células 
tegumentales en la cercaria de mansoni, para la cual el humano 
es un huésped permisivo, muestren inmunoreactividad con un 
antisuero dirigido en contra de soma tostatina, mientras las 
cercarías de 7\ ocellata y D. spathacevtn, las cuales tienen «ves 
coma huéspedes definitivas, no auestran iraunoreactividad con este 
antisuero. Esto podría sugerir que este material inaunoreactivo a 
soma tos ta ti na en la cercaria de S. marmoni juega una función sobre 
la evasión de la .respuesta inmune del huésped mandi tero. Tal función 
para somatostatina no es improbable, ya que isten reportes que 
indican que somatostatina suprime la proliferación de linfocitos T, 
y la liberación de histamina y leucotrieno D* de basófilos <P I . P ® > . 
Adiciona Intente« sosia tos ta tina muestra una amplia distribución en el 
cuerpo de vertebrados, y muchas y variadas acciones <03.04). Ha 
sido sugerido que somatostatina na actúa COBO una hormona clásica 
sino que puede tener diferentes funciones dependiendo de su 
local i zac i ón. Así , este péptido puede actuar a nivel 
neunendocrino, paracrina, ó comc regulador neJroñal, dependiendo 
e l lugar de su l.beración <9*¡>. Por otra parte, somatostatina 
parece tener uní amplia distribución filogenètica, hay repartes de 
inmunoreactividad a somatostatina de bacterias a cordados <SWÍ-IO4>« 
Además, algunos reportes indican que la estructura primaria de 14 
aminoácidos de este péptido es idéntica de peces a mamíferos 
uos-ioe). La producción potencialmente ilimitada de cercarías por 
la etapa intramolusca (esporocisto hijo) de S. «OTsani, hace esta 
etapa larval un excelente modelo para estudios de análisis de 
secuencia. Esta caracterización puede apoyar en el estudio de la 
filogenia de somatostatina. 
IR a péptidos de la fami la vasopresina/oxitocina ha sido reportada 
en túrbela ríos y ees todos <ia.iiz.ii3.iiSi, sin embargo, a la 
fecha, estudios en tremátodos han fallado para detectar estas 
nejrosjbstanc;3s an-a.1»/. Este estudio ^epzrta 'a presencia de IR 
a estos p«=?ptidos en varias etapas larvales y en dos especies de 
tremátodos digeneos. 
A pesar de que radioinmunoensayos han reportado la presencia de 
péptidos derivados de precursores opioides en S. aansoni os», en 
nuestra estudio inmunocitoqulmico únicamente a-MSH, dinorfina y 
Met-Encefaliña fueran detectadas en algunas etapas larvales. La 
causa de estas diferencias en la detección de neurosubstancias aún 
en diferentes etapas de una misma especie es difícil de explicar. 
En otras especies de platelmintos han sido reportadas discrepancias 
en la detección de neuropéptidos por radioinmunoensayo y métodos 
inmunoc i toqui micos < I O P - I I I > , y a 1 guras factores i nf luenciando 
estos resultados han sido discutidos por Fairweather y Ha 1 ton <ic»>. 
Es inesperado el hallazgo de la ausencia de esquistosomina en la 
hemolinfa de L. Btagnalis infectado con D» spathaceum, debido a que 
los efectos causados sobre la reproducción por este parásito son 
semejantes a los ocasionados por parásitos de la familia 
schistosomatidae. Ahora nace la cuestión de cual es el mecanismo 
que causa la castración parasítica en especies infectadas con otros 
tremátodos que no son de la familia schistosomatidae. Ha sido 
sugerido que la castración parasítica causada por el trematodo 
2oogonus lasius sobre el caracol huésped Ilycmas&a obsoleta es 
originada por un factor producido por el parásito y que actúa 
directamente sobre la gametogénesis en la gónada <i2£». 
Posiblemente un mecanismo semejante es empleado por D. spathacevm. 
Por otra parte, la distribución de D- spathaceum dentro del 
caracol huésped es diferente a especies de la familia 
schistoscmatidae, mientras los esporccistr-s hijo de este parásito 
se encuentran distribuidos en todo el cue-po entre los organos del 
caracol, los esporocistos hijo de schistosomatidae se encuentran 
restringidos a la región glándula digestiva-gónada, estas 
diferencias podrían tener alguna significancia sobre los efectos de 
infección. 
CONCLUSIONES 
Trematoda es filogenéticaraente el grupo más inferior en el cual la 
inmunoreactividad a glutamato se ha detectada en el sistema 
nervioso. Esta localización podría indicar un posible papel como 
neurotrasmísor. La presencia en diferentes etapas del ciclo de vida 
y en diferentes especies sugiere que este aminoácido tiene una 
amplia distribución ontogenética y entre las especies de esta clase 
de pl=telmintos. 
Este es el primer reporte de la presencia de inmunoreactividad a un 
grupo de neuropeptidos aislados de invertebradas en platelmintos: 
CARP, APGWamida, ct-CDCP, CDCH, además la detecc ión de 1 os 
previamente reportados en otras especies de gusanos planos, SCPa y 
FMRFamida. 
Los métodos inmunocitoqui micos empleados en este estudio 
permitieron mostrar la localización de péptidos derivados de 
precursores opioides en digeneosj la presencia de estos péptidos 
habla sido demostrada por radioinmunoensayos. 
La presencia y localización de inmunoreactividad a péptidos de la 
familia vasopresina/oxitocina es demostrada por primera vez en 
tremátodos. 
Este estudio amplia la lista de inmunoreactividad a neuropeptidos 
nativos de vertebrados detectados en platelmintos. Esto 
eventualmente puede ser de importancia ya que la presencia ó 
ausencia de péptidos entre las especies puede dar una indicación 
acerca de lineas evolutivas seguidas. 
La irnunoreactividad a somatostatina se localizó en células 
subtegumentales de la cercaria de S. monsoni, la cual parasita al 
humano, y no en cél ulss de Spatkacewn 6 T. oc&ll&to., las cuales 
parasitan aves. 
La hemolinfa de L. stagnalis infectado con D. spaihaceum no afecta 
la acción de la calfluxina, lo que podria indicar que no contiene 
esquistosomina. Esta hormona es un antagonista de las hormonas 
gonadotropicas de caracoles de agua dulce, y está presente en 
aquellos caracoles infectados con especies de la familia 
schistosomatidae <trematoda). 
PERSPECTIVAS 
La inmunoreactividad a neurosubstancias caracterizadas (actividad 
biológica y estructura primaria) detectada en este estudio deja las 
bases para la identificación exacta de las substancias endógenas de 
parásitos digeneos. Asi sismo, deja las bases para el disefío de 
estrategias en el empleo de antagonistas en contra de estas 
substancias conocidas, y asi combatir a las especies de importancia 
médica y económica. 
Las neurosubstancias derivadas de invertebrados presentes en 
parásitos digeneos, pueden servir de base para eliminar a estos 
parásitos, ya que las diferencias existentes entre sus sistemas 
peptidergicos y los del huésped vertebrado, pueden ser empleadas 
para el disefío de estrategias para controlar enfermedades causadas 
por tremátodos digeneos, como esquistosomiasis, fasciolasis, 
diplostomiasis, etc. 
El potencial i 1 imitado de producción de cercarías por el 
esporocisto hijo de las especies estudiadas en el presente trabajo 
crea la posibilidad para el aislamiento y caracterización del 
material inmunoreactivo, además de la lógica importancia 
filogenética, esto sería de suma importancia con varias de las 
neurosubstancias detectadas, por ejemplo en el caso de 
somatostatina en la cercaría de S. nxmsoni, mostararía nuevos 
cand idatos ep i topes en contra de los cuales una vacuna <6 
estrategias quimioterapéuticas en contra de la esquistosomiasis 
podrían ser dirigidas. 
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